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摘要 :【 目 的 ] 人 类 C 型 尼 曼 匹克 病 ( Niemann-Pick disease type C, NPC) 主要 是 由 NPCI 基因 突变 
引起 的 一 类 遗传 疾病 。NPC1 蛋白 主要 负责 胞 内 胆固醇 运输 ,同时 也 作为 病毒 侵 染 宿主 细胞 的 重 
要 受 体 之 一 近年 来 备 受 关注 。 本 研究 旨 在 探究 NPC1 蛋白 与 中 华 蜜蜂 淖 状 幼虫 病毒 (Chinese 
sacbrood virus, CSBV) 感染 的 关系 。【 方 法 】 通 过 PCR 扩 增 中 华 蜜蜂 Apis cerana cerana AcNPC1 基 
因 ; 将 其 克隆 至 pET-30a 原核 表达 载体 ,转化 至 大 肠 杆 菌 Escherichia coli Rosetta" ( DE3) 3t 47 IPTG 
族 导 表达 ,采用 镍 柱 纯化 重组 蛋白, 免疫 小 鼠 制 备 多 克隆 抗体 。 设 计 并 合成 AcNPC1 siRNA , 添 食 中 
华 蜜 蜂 幼 虫 ; 运 用 RT-qPCR 检测 和 分 析 中 华 蜜 蜂 CSBV 添 毒 幼虫 中 AcNPC1 的 表达 量 , 以 及 RNAi 
干扰 后 不 同时 间 AcNPC1 基因 和 CSBV 病毒 衣 完 蛋白 VP1 基因 在 感染 CSBV 的 中 华 蜜 蜂 幼虫 中 的 
表达 水 平 。【 结果] 成功 构建 重组 表达 质粒 pET-30a-AcNPC1 ,在 大 肠 杆 菌 中 获得 高 效 表达 的 重组 蛋 
白 , 目 的 蛋白 大 小 约 为 36 kD ,经 亲 和 纯 化 获得 了 纯度 较 高 的 重组 蛋白 ,免疫 小 鼠 成 功 制 备 了 多 克 
隆 抗 体 , 免 疫 印 迹 分 析 发 现 AcNPC1 抗体 能 杂交 到 两 条 带 , 有 可 能 是 在 提取 膜 蛋 白 过 程 中 该 蛋白 发 
生 了 部 分 降解 。 中 华 蜜蜂 CSBV 添 毒 幼虫 中 AcNPC1 表达 与 正常 幼虫 中 的 相 比 ,在 12, 24 de 48 h 
并 无 显著 变化 ,在 72 h 出 现 显 著 上 调 。RNAi 实验 结果 表明 ,中 华 蜜蜂 正常 幼虫 添 食 24 上 后 
AcNPC1 的 3 个 干涉 片段 (siRNA1，siRNA2 and siRNA3 ) 均 对 AcNPC1 具有 显著 性 下 调 作用 ， 
AcNPC1 表达 分 别 下 调 了 73.2096 , 72. 8196 4e 54.78% ;给 CSBV 添 毒 幼 虫 分 别 添 食 3 个 干涉 片段 ， 
AcNPC1 表达 分 别 下 调 了 43. 90% , 59.85% fe 57.67% 。CSBV VP1 基因 在 干扰 AcNPC1 基因 72 h 
后 表达 下 调 了 67.65% 。【 结论 】 利用 原核 表达 系统 能 有 效 地 在 体外 表达 中 华 蜜蜂 AcNPC1 ,并 制备 
了 其 多 克隆 抗体 。 利 用 体外 合成 的 siRNA 对 中 华 蜜蜂 幼虫 中 AcNPC1 的 表达 进行 干扰 ,表明 在 蜜 
蜂 中 通过 饲 喂 的 方式 进行 RNAi 可 以 成 功 下 调 靶 标 基 因 表 达 水 平 。 不 过 ,RNAi 实验 结果 提示 
AcNPC1 表达 下 调 后 可 能 并 不 直接 影响 CSBV 的 感染 。 本 研究 为 进一步 阐明 AcNPCI 的 潜在 功能 
打下 了 基础 。 
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Abstract: [ Aim] Human Niemann-Pick disease type C ( NPC) is an inherited disease due to mutations 
in the NPCI gene. As one of the important receptors in host cells for virus entry mainly responsible for 
the transport of intracellular cholesterol, NPCI protein has attracted much attention in recent years. This 
study aims to explore the relationship between NPCI protein and Chinese sacbrood virus (CSBYV ) 
infection. [Methods] The AcNPCI gene of Apis cerana cerana was amplified by PCR and then cloned 
into the prokaryotic expression vector pET-30a. The recombinant vector was transformed into Escherichia 
coli Rosetta" ( DE3) strain. The recombinant protein was expressed by IPTG induction and purified by 
Ni-NTA column. The polyclonal antibody was prepared by immunizing mouse with the purified 
recombinant protein. siRNA targeting AcIVPCI was synthesized and fed to A. c. The 
expression levels of AcNPC1 gene and VP1 gene of CSBV in the A. c. cerana larvae infected by CSBV at 
different time post RNAi were detected by RT-qPCR and analyzed. 


cerana larvae. 


[ Results] The recombinant 
expression vector pET-30a-AcNPCI was successfully constructed. The soluble AcNPCI protein of about 
36 kD was effectively expressed in E. coli. The recombinant protein with high purity was acquired by 
affinity purification. The polyclonal antibody was successfully prepared from immunized mouse. Western 
blot analysis showed that AcNPCI antibody could hybridize to two bands, which may be partially 
degraded during membrane protein extraction. The AcNPCI mRNA levels in CSBV-infected larvae of A. 
c. cerana at 12, 24 and 48 h post infection were not significantly different from those in the normal 
larvae, while the AcNPC1 mRNA level in CSBV-infected larvae at 72 h post infection was significantly 
up-regulated as compared to that in the normal larvae. The RNAi test results revealed that all three 
interference fragments (siRNA1, siRNA2 and siRNA3) of AcNPCI down-regulated the expression of 
AcNPCI in the normal larvae by 73. 2096 , 72. 8196 , and 54. 7896 , and in the CSBV-infected larvae by 
43.9096 , 59.8596 , and 57.6796 , respectively, at 24 h post RNAi. The VP1 gene of CSBV was down- 
regulated by 67.6596 at 72 h post RNAi of AcNPCI. [Conclusion] Using prokaryotic expression system 
we effectively expressed AcNPCI in vitro, and prepared its polyclonal antibody. The AcNPCI expression 
in A. c. cerana larvae was interfered using the in vitro synthesized siRNA, suggesting that the expression 
level of target gene can be successfully down-regulated by RNAi via feeding bees. However, the RNAi 
tests indicate that the decline of AcNPCI expression may not directly affect the infection of CSBV. This 
study lays a foundation for further elucidation of the potential functions of AcNPCI. 


Key words: Apis cerana cerana; Niemann-Pick type Cl protein; prokaryotic expression; expression 


profile; RNA interference; siRNA 
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蜜蜂 是 一 种 具有 重要 经 济 价值 和 生态 价值 的 昆 
虫 资源 , 据 报道 ,蜜蜂 每 年 在 农业 授粉 方面 所 创造 的 
市 场 价值 高 达 150 亿美 元 ( 刘 朋 飞 等 ,2012) 。 自 
2006 年 起 ,蜜蜂 突然 大 批 失 踪 (vanEngelsdorp et al., 
2009) ,直接 影响 生态 平衡 和 粮食 安全 。 壳 状 幼虫 
病毒 (sacbrood virus, SBV ) 是 首 个 被 发 现 的 蜜蜂 病 
毒 (White, 1917) , 自 1913 年 美国 首次 鉴定 后 ,在 许 
多 国家 都 有 发 现 。 侵 染 中 华 蜜蜂 Apis cerana cerana 
的 赛 状 病毒 称 为 中 华 蜜蜂 赛 状 幼虫 病毒 ( Chinese 


























幼虫 在 皮下 积累 大 量 的 晓 皮 液 而 不 能 正 党 化 晴 甚 至 
死亡 (White, 1917 ) ,造成 蜂 群 的 急剧 减少 ,严重 危 
害 着 中 华 蜜蜂 的 生存 和 繁殖 ,造成 中 华 蜜 蜂 濒 临 灭 
绝 ( 刘 守 礼 和 李 旭 涛 等 , 2017) 。 

NPC1 蛋白 是 一 类 广泛 存在 于 内 椎 动物 和 无 疹 
椎 动物 体内 的 参与 胆固醇 运输 的 保守 蛋白 。 人 类 C 
型 尼 曼 匹克 病 ( Niemann-Pick disease type C, NPC) 
是 一 种 罕见 的 常 染 色 体 隐 性 遗传 疾病 ( 占 克 浅 等 ， 
2007) ,其 中 约 有 9596 的 NPC 患者 是 由 NPCI 突变 



























































sacbrood virus, CSBV) ( 杨 冠 煌 等 , 1979 ) ,能 够 侵 染 
不 同 发 育 阶 段 的 蜜蜂 ,可 以 同时 感染 蜜蜂 幼虫 成 年 
( 刘 长 滔 等 , 2001) ,但 主要 危害 幼虫 ,感染 CSBV 的 








引起 胆固醇 代谢 障碍 所 致 ( Carstea et al., 1997) 。 
NPC1 基因 位 于 人 类 18 号 染色 体 上 ,是 一 个 由 1 278 
个 氨基 酸 组 成 13 次 跨 膜 蛋 白 , 属 于 下 水 性 膜 蛋 白 
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( Erickson et al., 2008) ,NPC1 Æ FATETZ P3 V PAESE 
成 3 个 腔 内 结构 域 :分 别 为 A 结构 域 (NPC1-A) 、C 
结构 域 (NPC1-C) 和 工 结构 域 (NPC1-I) (Scott and 
Ioannou, 2004) ;NPC1-C 是 三 考 中 最 大 的 结构 域 , 该 
区 域 主 要 功能 是 与 NPC2 发 生 相 互 作 用 (Li et al., 
2016) ,共同 调控 胆固醇 的 外 流 , 将 胆固醇 运输 出 核 
内 体 和 溶 酶 体 , 以 便 维持 细胞 内 的 酯 类 动态 稳定 , 同 
时 该 区 域 也 能 够 在 蛋白 酶 作用 下 与 埃 博 拉 病 毒 的 
GP 蛋白 进行 互 作 (Zhao et al., 2016) , 介 导 病毒 感 
染 宿 主 细胞 ,由 于 不 同 物种 间 NPC1-C 的 序列 差异 
性 (如 第 503 位 的 茶 丙 氨 酸 ) 影 响 了 埃 博 拉 病 毒 对 
不 同 种 细胞 的 侵 染 能 力 ( Neufeld et al., 1999) 。 

有 研究 表明 果 蝇 Drosophia 基因 组 编码 两 个 
NPC1 同系 物 , 分 别 命名 为 NPCla 和 NPC1b, 与 人 类 
NPC1 蛋白 的 同 源 性 分 别 为 42% 和 35% ( Fluegel et 
al., 2006) 。 研 究 人 员 利 用 果 晶 NPCla 突变 体 分 
析 ,发 现 NPCla 突变 体 无 法 合成 赔 化 类 固 醇 ,突变 
体 1 龄 幼虫 期 延长 且 无 法 旷 皮 进入 2 龄 幼虫 ,甚至 
死亡 ,NPCla 突变 体 幼虫 死亡 ,暗示 了 NPCla 是 生 
物 合成 赔 皮 类 固 醇 所 必需 的 和 蛋 日 (Huang et al., 
2005) ;在 家 看 Bombyx mori 中 , NPC1 基因 被 干涉 
后 ,发 现 部 分 家 不 赔 皮 推 壕 , RETI TRE DA] 3 Z2 cti 
过 程 相关 ( 晃 会 娟 , 2017) 。 同 时 也 有 研究 者 利用 果 
ie NPCIb 的 突变 体 ,发 现 该 果 蝇 幼虫 无 法 吸收 胆 固 
醇 , 从 而 引起 1 龄 幼虫 死亡 (Voght et al., 2007) 。 

此 外 ,NPC1 蛋白 是 大 多 数 喜 膜 病 毒 侵 染 细胞 
的 重要 受 体 (Krishnan et al., 2012) , Carette 等 
(2011) 研究 表明 ,NPC1 是 埃 博 拉 病 毒 侵 当 时 的 受 
体 蛋 白 ,通过 突变 NPCI 细胞 能 有 效 抑制 埃 博 拉 病 
毒 的 侵 染 ,而 当 细 胞 表达 野生 型 NPC1 后 其 又 能 恢 
复 对 病毒 的 易 感 性 ,说 明 该 病毒 的 侵 染 是 依赖 NPC1 
蛋白 的 存在 ;NPC1 抑制 剂 两 咪 嗪 能 够 强烈 抑制 丙 
肝病 毒 (Hepatitis C virus，HCV ) ( Sainz et al., 
2012) 登革热 病毒 (dengue virus) ( Jupatanakul et 
al., 2014) 的 增殖 ,暗示 这 些 病毒 的 侵 染 可 能 与 
NPCI 存在 一 定 的 相关 性 。 

由 此 ,NPC1 是 在 生命 体 中 承担 着 胆固醇 运输 
的 角色 ,同时 起 着 多 种 时 腊 病 毒 侵 染 的 宿主 桥梁 。 
因此 调查 中 华 蜜蜂 NPC 的 表达 以 及 其 与 CSBV 病 
毒 感染 之 间 的 关系 ,不 仅 为 进一步 深入 了 解 NPCI 
蛋 昌 在 蜜蜂 的 生长 发 育 中 的 重要 功能 奠定 基础 ,也 
为 揭示 CSBV 病毒 入 侵 过 程 提供 新 思路 ,为 开发 中 
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1 材料 与 方法 


1.1 供 试 昆虫 与 病毒 
健康 的 中 华 蜜蜂 由 重庆 师范 大 学 资源 与 媒介 屁 
虫 重点 实验 室 提供 ;CSBV 病毒 分 离 于 重庆 西 阳 某 
养 蜂 场 。 
1.2 菌株 .质粒 载体 和 试剂 

实验 所 用 的 大 肠 杆 菌 Escherichia coli 菌株 
DH5o 和 表达 菌株 Rosetta ”( DE3 ) 均 购 于 成 都 天 泰 
生物 技术 有 限 公司 ; 扩 增 目的 基因 的 引物 由 重庆 生 
工 生 物 有 限 公司 合成 ;制备 多 克隆 抗体 所 使 用 的 昆 
明 肉 性 小 鼠 购 于 重庆 腾 奢 生物 技术 有 限 公 司 ; 
Premix Taq DNA 聚合 酶 .pMD19-T Vector Bam H T 
WHH Xba 工 内 切 酶 .2000 bp DNA Marker ,5000 bp 
DNA Marker, Solution 工 连 接 酶 、 PrintScript RT 
Reagent Kit with gDNA Eraser 反 转 录 试 剂 盒 购 于 
TaKaRa 公司 ;Trizol Reagent 双色 预 染 和 蛋白 Marker, 
胶 回 收 试剂 盒 、 质 粒 抽 提 试剂 盒 、 弗 氏 完 全 佐 剂 、 弗 
ERREEN] FITC 标记 的 羊 抗 鼠 二 抗 、HRP 标记 
的 羊 抗 鼠 二 抗 购 于 重庆 奥 哲 生物 有 限 公 司 ;IPTC、 
X-Gal , Ampicillin PRIK HE SEN PEE Tris 饱和 酚 酵母 
EPH EAK , XaUIELES UJ TF C CAE E 7E TIER 
HJ, PVDF 膜 购 于 Promega 公司 , ECL 显 色 液 购 于 
Bio-Rad 公司 。 
1.3 AcNPCI 基因 序列 的 生物 信息 学 分 析 

AcNPCI 基因 序列 和 和 蛋白 质 序列 下 载 于 NCBI 
(http: // www. ncbi. nlm. nih. gov/); 然 后 分 别 用 
SMART ( http: // smart. embl-heidelberg. de/smart/ ) , 
SignalP 4. 1 (http: // www. cbs. dtu. dk/services/ 
SignalP/) ,NetPhos 3. 1 ( http: // www. cbs. dtu. dk/ 
services/NetPhos/) , NetNGlyc 1. 0 ( http: // www. 
cbs. dtu. dk/services/NetNGlyc/) 和 SWISS-MODEL 
(https: // swissmodel. expasy. org/) 对 AcNPCI 的 和 蛋 
白质 序列 特征 进行 预测 。 同 时 ,通过 NCBI Blast 
比 对 后 ,下载 与 AcNPC1 序列 相似 性 高 的 序列 ,选用 
MEGA 5.0 中 邻接 法 进行 系统 发 育 树 的 构建 ,并 将 
bootstrap 值 设 为 1 000。 
1.4 AcNPCI 基因 克隆 及 原核 表达 载体 构建 

使 用 Bio*", primer. 0 软件 设计 中 华 蜜蜂 
AcNPCl (GenBank 登录 号 : XP_016906844. 1) 的 引 
物 ( 表 1)。 添 加 Xba I f BaumHTI 酶 切 位 点 。 采 用 
Trizol 法 提取 中 华 蜜蜂 总 RNA ,参照 Roche EvoScript 
Universal cDNA Master 试剂 盒 操作 说 明 进 行 反 转 
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录 , 测 定 浓度 后 放置 于 -20% 保存 备用 。 以 中 华 密 
蜂 cDNA 为 模板 扩 增 AcNPC1 基因 ,反应 体系 : 正 反 
向 引物 (0.5 hmolL) 各 1 uL, cDNA 模板 1 pL, 
Premix rTaq 12 uL, ddH,O 10 uL, PCR 扩 增 程序 : 
95C 预 变性 5 min; 95% 变性 40 s, 55% 退火 1 min, 
72%C 1 min, 35 个 循环 ; 72% 延伸 10 min。 通 过 琼 
脂 糖 凝 胶 电泳 分 离 并 回收 目的 片段 , 酶 切 后 与 


























pMD19-T 载体 连接 ,转化 至 大 肠 杆菌 DH5a 感受 态 
细胞 , 菌 液 均 匀 涂 布 于 含有 0. 1 mol/L ARFER 
的 LB 固体 培养 基 平 板 , 随机 挑 取 单 菌落 经 菌 液 
PCR 和 双 酶 切 检测 后 , 送 公 司 进 行 核 苷 酸 测 序 。 对 
测序 正确 的 阳性 克隆 菌 提取 质粒 ,通过 Xba 工 和 
BamH I 酶 切 位 点 亚 克 隆 至 pET-30a 表达 载体 ,进行 
PCR 和 双 酶 切 鉴定 。 























表 1 引物 信息 
Table 1 Primer information 
引物 引物 序列 (5 -3') 用 途 
Primers Primer sequences Purposes 
AcNPCI-F CGggatccATACATGTTACTACTGATCCAGTT PCR 
AcNPCI-R CCGcetegagAGATTCACGCATTTAATTCATCTTC 
AcNPCI-F CGggatccATACATGTTACTACTGATCCAGTT 
AcNPCI-R CCGcetegagAGATTCACCATTTAATTCATCTTC 
AcActin-F TGCCAACACTGTCCTTTCTG 
RT-qPCR 

AcActin-R AGAATTGACCCACCAATCCA 
VPI-F AGATGTGAACGCTTACCCTGAT 
VPI-R CTCCTCGCATATACACCAAAACTT 
SiRNAI CGGUCCUAUAGAACCAGCAGUUGCA 

UGCAACUGCUGGUUCUAUAGGACCG 
BEA CACUGGACCACCAACAGCAUCACAA 

UUGUGAUGCUGUUGGUGGUCCAGUG RNAi 
IRNS UAGAGAAACGCGGUCGUGAAUUGAU 

AUCAAUUCACGACCGCGUUUCUCUA 
GFP-F GCtctagaTTCCATGGCCA ACACTTGTC 
GFP-R CCCaagcttTCAAGAAGGACCATCTGGCTC 


小 写字 母 序 列 ggatec, ctegag, tctaga 和 aagctt 分 别 表 示 BamH I , Xho TL , Xba ] 和 Hind M RU) v. 


Ji, Lowercase sequences ggatcc ctegag, tctaga and aagctt are the restriction sites of BamH | , Xho T , 


Xba | and Hindlll , respectively. 


1.5 AcNPCI 蛋白 的 原核 表达 和 纯化 

将 获得 阳性 重组 表达 质粒 pET-30a-AcNPCI 和 
pET-30a 空 载 质粒 分 别 转 和 人 大 肠 杆 菌 Rosetta ™ 
( DE3) 培养 .以 220 r/min .37% 振荡 培养 至 OD, = 
0. 6 ,两 种 菌 液 各 取 1 支 作为 对 照 (37%C 未 诱导 组 ) ， 
余下 4 支 试 管 中 各 加 入 终 浓度 为 0. 1 mmol/L IPTG 
在 37%C 诱 导 培 养 7 ~8 h; 分 别 收 集 试管 中 未 诱导 以 
及 诱导 的 菌 液 ,经 低温 超声 波 破 碎 仪 破碎 菌 体 后 , 沉 
WHE 8 mol/L 尿素 的 Binding Buffer 缓冲 液 裂解 ， 
经 14 000 r/min 离心 10 min WEHT SDS-PAGE 
电泳 检测 。 

用 已 灭 菌 处 理 的 ddH,0 清洗 His 镍 柱 , 并 用 
Binding Buffer 缓冲 液 平 衔 His 镍 柱 ; 将 上 述 已 过 膜 
的 上 清 蛋 白 溶液 加 至 His 镍 柱 中 循环 上 样 15 ~ 20 
min; 上 样 完 成 后 用 Binding Buffer 缓冲 液 冲洗 柱子 ， 
再 用 Elution Buffer 缓冲 液 进行 洗 脱 ,离心 管 收集 洗 
脱 液 ,每 管 约 收 集 0.5 mL, 每 次 接 6 个 离心 管 ;用 
ddH,0 清洗 柱子 后 ,再 使 用 Binding Buffer 平衡 镍 












































柱 ,重复 以 上 步骤 收集 目的 蛋白 。 最 后 通过 SDS- 
PAGE 电泳 检测 纯化 的 重组 蛋白 。 
1.6 AcNPCI 多 克隆 抗体 的 制备 及 检测 

将 1.5 节 纯 化 好 的 AcNPCI 原核 表达 蛋白 作为 
抗原 ,与 等 体积 的 弗 氏 完全 佐 剂 混 匀 ,皮下 注射 小 
鼠 , 第 一 次 进行 免疫 时 ,和 蛋 日 量 为 0.1 mg 蛋白 /小 
鼠 , 之 后 每 隔 一 周 进行 一 次 免疫 ,将 重组 蛋白 与 等 体 
积 的 弗 氏 完全 佐 剂 混 匀 ,皮下 注射 小 鼠 , 和 蛋白 与 第 一 
次 的 免疫 量 一 致 ;最 后 一 次 免疫 完成 后 的 第 4 天 ,对 
小 鼠 进行 眼球 采血 ,将 采集 到 的 血液 于 37% 恒 温 箱 
中 静 置 1 h 后 , 转 至 4% 冰 箱 中 放置 过 夜 ,直至 血清 
析出 ,在 无 菌 超 净 台 中 将 血清 转移 至 新 的 离心 管 中 ， 
小 量 分 装 做 好 标记 后 ,于 7200€ 保存 竺 用。 将 多 克 
隆 抗 体 按 1: 200 (v/v) 稀释 比 稀释 后 作为 一 抗 , 与 
1.5 节 纯 化 、 透 析 后 获得 的 AcNPC1 进行 免疫 印迹 
检测 所 制备 抗体 的 特异 性 。 为 了 进一步 了 解 
AcNPCI 在 中 华 蜜蜂 中 表达 情况 ,首先 采用 玻璃 珠 
破碎 法 获取 中 华 蜜 蜂 总 蛋白 作为 抗原 , 并 以 
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AcNPCI 鼠 抗 多 抗 作为 一 抗 (稀释 比 为 1:2 000, v/ 
v) ,HRP 标记 的 羊 抗 免 ( 稀释 比 为 1:5 000, v/v) fE 
为 二 抗 进行 蛋白 免疫 印迹 分 析 。 
1.7 AcNPCI 的 RNAi 

为 了 进一步 研究 AcNPCI 是 否 参与 了 CSBV 侵 
染 过 程 , 利用 在 线 siRNA 预测 网 站 (http: / 
rnaidesigner. lifetechnologies. com ) 对 AcNPCI 的 
siRNA 位 点 进行 预测 ,设计 3 个 干涉 片段 (siRNA1 ， 
siRNA2 和 siRNA3)( 表 1) ,其 中 ,siRNAL 和 siRNA2 
XE] AcNPCI 基因 的 胞 内 环 2 区 域 (1 712 -1 737 
bp 和 1 532 -1 557 bp) ,siRNA3 靶 向 AcNPCI 基因 
的 5'UTR 区 (66 -91 bp), 送 至 上 海 生物 工程 有 限 
公司 合成 。RNAi 阴性 对 照 使 用 实验 室 利 用 14440 
载体 表达 并 纯化 的 dsGFP (502 bp) EARS, 
2019), 中华 蜜蜂 幼虫 的 饲养 参见 文献 ( 王 倩 ， 
2008; 史 红 起 等 , 2019) , siRNA 的 添 食 实验 设置 A 
和 B 组 ,其 中 A 组 包括 正常 幼虫 .正常 幼虫 + 
siRNA1 .正常 幼虫 + siRNA2 .正常 幼虫 + siRNA3 处 
理 组 ;B 组 包括 感染 CSBV 幼虫 .感染 CSBYV 幼虫 + 
siRNAI .感染 CSBV 幼虫 + siRNA2 .感染 CSBV 幼虫 
+ siRNA3 处 理 组 ;每 个 处 理 组 设计 3 个 生物 学 重复 
(添加 siRNA 和 dsGFP 量 均 为 2.2 h8g/ 幼 虫 ) ;. AR 
脾 中 挑 取 大 小 适中 的 2 H KP tE R E 
虫 >200 头 , 在 人 工 培养 箱 黑 暗 培养 12 h 死亡 和 体 
色 不 正常 的 幼虫 移 除 ,确保 每 组 幼虫 数量 至 少 20 
头 ,A 组 添加 20 L/R W, B 组 添加 20 P/A 
物 ( 含 有 CSBV 液 ,2.1 x 10? copies/ uL) ,12 h 后 ,分 
别 添加 siRNA ,同时 添加 食物 20 pL。12, 24, 48 和 
72 h 后 进行 取样 。 每 组 取 3 ~4 头 幼 虫 , 放 和 人 相应 的 
离心 管 中 , -80% 冰箱 保存 。 
1.8 RT-qPCR 检测 AcNPCI 基因 的 相对 表达 量 

分 别 收集 1.7 节 中 的 中 华 蜜 蜂 正 常 幼虫 和 
CSBV 感染 12, 24, 48 和 72 h 的 幼虫 、 健 康 幼虫 和 
感染 CSBV 幼虫 不 同 siRNA 干涉 组 .dsGFP 对 照 组 
等 材料 ,采用 Trizol 法 提取 总 RNA, 通 过 RT-qPCR 
检测 AcNPCI 基因 和 CSBV VP1 基因 (GenBank 登 
3*5: AF469603. 1) fe CSBV 感染 过 程 中 的 转录 水 
平 ,引物 序列 见 表 1。RT-qPCR 体系 : Master Mix 
2 xcone 10 uL, 正 反 向 引物 (0. 005 pmol/L) 各 1 
pL, ddH,O 7 pL, 将 上 述 体 系 冰 上 混 匀 后 , 移 至 
PCR 8 联 排 反应 管 中 , 加 入 相应 的 cDNA 模板 1 pL 
iR 5], RT-qPCR 反应 程序 : 957C 预 变 性 5 min; 
95% 变 性 40 s, 55% K 1 min, 72% 延伸 50 s, 30 
个 循环 ;72% 终 延伸 10 min,12% 保存。 反应 后 进行 



























































溶解 曲线 分 析 。CFX96” Touch 实时 定量 PCR 系统 
进行 数据 记录 分 析 , 每 个 样品 为 3 头 幼 虫 混合 后 抽 
提 总 RNA, 至 少 重复 3 次 ,并 进行 3 次 独立 实验 。 
AcActin 为 内 参 基 因 。 
1.9 数据 分 析 

RT-qPCR 数据 采用 2 2 方法 计算 , 利用 
SPSS19.0 进行 数据 统计 分 析 ,干扰 效率 的 表达 比较 
采用 单 因 素 方差 分 析 (one-way ANOVA) 和 上 检验 进 
行 显著 性 检验 ( 双 尾 ) ,P «0.05 时 有 显著 性 差异 。 
基因 水 平 下 调 率 按照 以 下 公式 计算 : 

下 调 率 (%) =[( 正 常 基因 表达 量 -干扰 后 该 
基因 表达 量 )/ 正 常 基因 表达 量 ] x 100% 。 
































2 结果 


2.1 中 华 蜜蜂 AcNPCI 基因 序列 的 特征 分 析 
通过 NCBI 数据 库 检 索 及 比 对 ,发 现存 在 3 条 
东方 蜜蜂 A. cerana 的 NPCI 基因 序列 ,选取 NPCI 
基因 序列 (GenBank 登录 号 : XP. 016906844. 1) 为 研 
究 对 象 ,命名 为 AcNPC1 ,AcNPC1 由 1 339 PAER 
组 成 ,蛋白 的 分 子 量 大 小 预测 为 149.79 kD ,等 电 点 
为 6.37 ,信号 肽 剪 切 位 点 位 于 第 22 和 23 个 氨基 酸 
之 间 , 含 有 12 个 N- 和 8 个 0- 糖 基 化 位 点 ,多 个 磷酸 
化 修饰 位 点 ,推测 AcNPC1 可 能 为 糖 蛋 白 。 通 过 序 
列 比 对 发 现 , 中 华 蜜蜂 AcNPCI 与 已 报道 的 NPCI 
家 族 成 员 相 似 ,都 包含 信号 肽 \ 跨 膜 域 和 3 个 典型 的 
功能 域 , 分 别 是 NTD 结构 域 (N-terminal domain) (第 
24 - 264 位 氨基 酸 ), SSD 结构 域 (sterol-sensing 
domain) (第 615 — 797 TAR) 及 PTC 结构 域 
( patched domain) (第 855 -1 098 位 氨基 酸 ) ,其 中 
NPC1 和 NPC2 结合 的 结构 域 命名 为 C 结构 域 (第 
371 -615 位 氨基 酸 ) ,但 AcNPCI 有 14 个 跨 膜 域 而 
dE 13 个 跨 膜 域 。 

以 人 类 NPCI ÆA (3jd8. 1. A) 的 三 维 结构 为 模 
板 ,利用 在 线 软件 绘制 中 华 蜜蜂 ANPC 的 三 维 结 
构图 。 软 件数 据 分 析 结 果 显 示 中 华 蜜蜂 AcNPC1 Æ 
白 与 人 类 NPCI 序列 大 约 为 46.79% 的 相似 性 。 结 
构 域 预测 分 析 显 示 中 华 蜜蜂 AcNPC1 的 两 个 蛋白 都 
存在 多 次 跨 膜 和 3 个 大 的 膜 外 功能 区 ,分 别 为 A 结 
构 域 .C 结构 域 和 1 结构 域 ,3 个 膜 外 功能 区 相互 堆 
积 形 成 三 维 空间 结构 ,与 人 类 NPCI 蛋白 相似 ,其 中 
NTD 结构 域 即 A 结构 域 位 于 结构 的 最 上 方 ,虽然 
NTD 结构 域 和 胞 内 环 2 的 保守 性 最 低 , 但 存在 较为 
保守 的 半 胱 氨 酸 位 点 ,由 于 半 胱 氨 酸 (Cys) 之 间 可 
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以 形成 分 子 内 和 分 子 间 二 硫 键 ,在 蛋白 相互 作用 以 ” 间 的 进化 关系 ,利用 MEGA 5. 0 软件 对 东方 蜜蜂 与 
及 和 蛋白 正确 折 受 中 起 着 重要 作用 ,同时 由 于 NTD 结 其 他 物种 的 NPCI 蛋白 序列 进行 系统 进化 分 析 , 结 
构 域 处 于 膜 外 区 ,推测 NTD 结构 域 在 AcNPCI EA 果 表 明 ,东方 蜜蜂 NPCI 和 西方 蜜蜂 Apis mellifera 
运输 胆固醇 过 程 中 扮演 着 重要 角色 。PTC 结构 域 即 — NPCI 始终 聚 为 一 枝 ( 图 1)。 蜜 蜂 NPC 与 膜 翅 目 
1 结构 域 和 SSD 结构 域 分 别 位 于 下 方 两 侧 , 三 者 形 MWH NPCI 的 同 源 性 非常 高 ,序列 一 致 性 超过 
成 了 类 似 三 角形 的 结构 C 结构 域 是 NPCI 与 NPC2 50% ,蜜蜂 与 脊椎 动物 的 亲缘 关系 较 远 ,但 仍然 存在 
互 作 共 同 介 导 胆固醇 的 运输 ,也 是 人 NPCI 与 埃 博 — 4196 NPCI 序列 一 致 性 ,属于 较 高 同 源 性 ; NPCI 在 
拉 病 毒 结合 的 区 域 。 疹 椎 动物 和 无 峭 椎 动物 中 都 具有 和 较 高 的 同 源 性 ,说 
为 了 进一步 了 解 中 华 蜜蜂 ANPC 在 不 同 物种 H NPC 蛋白 在 物种 进化 过 程 中 是 比较 保守 的 。 



























































西方 蜜蜂 Apis mellifera (XP_006570443.1) 
100 | 西方 蜜蜂 4pis mellifera (XP_006570442.1) 



























名 东方 蜜蜂 4pis cerana (PBC32491.1) 

长 舌 花 蜂 Eufriesea mexicana (XP. 017762312.1) 
3E UI SEE Bombus impatiens (XP. 012239100.1) 

欧洲 熊 峰 Bombus terrestris (XP. 012169742.1) 

回 条 蜂 属 Habropoda laboriosa (KOC62540.1) 

条 蜂 属 Habropoda laboriosa (XP_017793159.1) 

首 莉 切 叶 蜂 Megachile rotundata (XP_012153813.1) 

新 英格兰 杜 隧 蜂 Dufourea novaeangliae (XP_015437412.1) 
Jp 37 EIK 3 E BL Camponotus floridanus (EFN66499.1) 
毕 氏 卵 角 蚁 Ooceraea biroi (EZA60461.1) 

HIHHH Acromyrmex echinatior (XP. 011054768.1) 
埃及 伊 蚊 4edes aegypti (XP. 021702837.1) 

Zi Bombyx mori (XP. 012544312.1) 

Uf SEA Drosophila melanogaster (CAB56505.1) 
人 类 Homo sapiens (XP. 005258335.1) 

HINH EX Acromyrmex echinatior (EGI61420.1) 

HJHH i Acromyrmex echinatior (XP. 011061086.1) 

小 蜜蜂 Apis florea (XP. 003690430.2) 

西方 蜜蜂 Apis mellifera (XP. 016769432.1) 

58 上 东方 蜜蜂 Apis cerana (XP. 016911679.1) 

大 蜜蜂 Apis dorsata (XP_006617854.1) 

柑 桂 小 实 蝇 Bactrocera dorsalis (JAC53840.1) 

IR NX gti Aedes aegypti (EAT38583.1) 

内 比 亚 按 蚁 Anopheles gambiae (XP. 310493.5) 

EG [C BI fj il Ooceraea biroi (EZA54408.1) 

首 蒂 切 叶 蜂 Megachile rotundata (XP. 012147953.1) 
100 [西方 蜜蜂 Apis mellifera (XP. 006571670.1) 

东方 蜜蜂 Apis cerana (XP. 016918947.1) 

KEHE Eufriesea mexicana (XP. 017753524.1) 

可 条 蜂 属 Habropoda laboriosa (XP_017787968.1) 
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图 1 基于 和 氨基酸 序列 构建 的 东方 蜜蜂 和 其 他 物种 NPC 蛋白 的 系统 进化 树 ( 邻接 法 ) 
Fig. 1 Phylogenetic tree of NPCI proteins of Apis cerana and other species based on 
the amino acid sequences ( neighbor-joining method ) 
标尺 示 遗 传 距 离 。The scale bar indicates the genetic distance. 


2.2 中 华 蜜蜂 AcNPCI 原核 表达 2: B) ,将 AcNPC1 与 表达 载体 pET-30a 连接 构建 重 

PCR 扩 增 获得 了 长 度 约 为 650 bp 的 条 带 ( 图 。 组 表达 质粒 pET-30a-4cNPC1 ,进行 PCR 检测 和 双 酶 
2: A), 与 理论 长 度 一 致 ,命名 为 ANPC, 将 切 验证 (图 2: C) ,结果 表明 重组 表达 质粒 pET-30a- 
AcNPC1 与 pMDI9-T 连接 ,经 测序 验证 正确 后 (图 hcNPC1 构建 成 功 。 
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图 2 pte 
Fig. 2 PCR amplification (A), 











蜜蜂 AcNPCI 基因 PCR 扩 增 (A) JE (B) 和 原核 表达 载体 构建 (C) 


verification ( B) and prokaryotic expression vector construction ( C) 


of AcNPCI gene of Apis cerana cerana 


M: DNA 分 子 量 标准 DNA molecular weight marker; 1; PCR 扩 增 产物 PCR amplification product; 2; 空 


23, pET-30a 质粒 Empty pET-30a plasmid; 3: 


pMD19-T-AcNPCI ; 4; pMD19-T-AcNPCI 的 PCR 产物 PCR product of pMDI19-T-AcNPCI ; 5; pMDI9-T-AcNPCI 双 酶 切 验证 Double enzyme digestion 


of pMDI9-T-AcNPCI ; 6; pET-30a 质粒 pET-30a plasmid; 7; pET-30a-AcNPCI 双 酶 切 验证 Double enzyme digestion of pET-30a-AcNPCI ; 


30a-AcNPCI 的 PCR 产物 PCR product of pET-30a-AcNPCI . 


2.3 重组 蛋白 ANPC 的 诱导 表达 及 表达 形式 
将 验证 正确 的 pET-30a-AcNPC1 重组 表达 质粒 
转 入 原核 表达 载体 Rosetta ( DE3 ) 进行 体外 蛋白 原 
核 表达 ,利用 0. 1 mmol/L IPTG 诱导 表达 ,产物 经 
SDS-PAGE 和 蛋白 电泳 检测 ,结果 如 图 3(A) 所 示 ， 
IPTG 诱导 下 获得 了 和 蛋白 分 子 量 约 为 36 kD 的 目 
和 蛋白 带 。 利 用 Ni-NTA superflow cartridges 以 含 
mol/L 尿素 的 洗 脱 缓冲 液 对 重组 蛋白 进行 纯化 ue 
集 , 将 收集 的 蛋白 溶液 进行 SDS-PAGE 电泳 检测 (图 
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图 3 SDS-PAGE 检测 中 华 蜜蜂 AcNPCI 
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3: B),5 -8 泳 道 为 纯化 蛋白 随机 取样 的 电泳 结 
条 市 单一 ,表明 纯化 效果 较 好 。 由 于 高 浓度 的 尿素 
对 细胞 有 毒害 作用 ,在 免疫 小 鼠 时 可 能 产生 造成 一 
定 的 伤害 甚至 死亡 ,因此 采用 透析 将 尿素 含量 降低 
至 2 molL, 将 透析 后 的 蛋白 溶液 进行 SDS-PAGE 和 蛋 
白 电泳 检测 (图 3: C) ,结果 显示 透析 后 的 蛋白 浓度 
交 高 ,通过 纯化 及 透析 共 制 得 约 10 mg 重组 蛋白 作 
为 抗原 制备 多 克隆 抗体 。 
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组 蛋白 的 诱导 表达 (A) 及 纯化 (B 和 C) 





Fig. 3 SDS-PAGE analysis of inducible expression ( A) and purification ( B and C) 


of the recombinant protein AcNPCI of Apis cerana cerana 
携带 pET-30a Z 


M: 和 蛋白质 分 子 量 标准 Protein molecular weight marker; 1 : 





the bacteria cells carrying empty vector pET-30a without IPTG induction; 2: 


released from the bacteria cells carrying empty vector pET-30a under IPTG uo. 3. 携带 重组 质粒 pET-30a-AcNPCI 的 菌 
解 后 总 蛋白 Total protein released from the bacteria cells carrying pET-30a-AcNPCI ird IPTG induction; 4; 携带 重组 质粒 pET-30a-AcNPCI 的 菌 
株 经 IPTG 诱导 的 裂解 后 总 蛋白 Total protein released from the bacteria cells carrying pET-30a-AcNPC1 under IPTG induction; 5 - 8; 





重组 蛋白 AcNPCI Purified recombinant protein AcNPCI by Ni-NTA column; 9 - 11 


alc Het IPTG Vi S 
带 pET-30a 空 载体 的 菌株 经 IPTG ies Sa 总 蛋白 Total protein 
株 未 经 IPTC 1 S 


总 蛋白 Total protein released from 





















































经 镍 柱 纯化 的 
: 分 别 为 0.5, 0.05 和 0.1 ug BSA 标准 液 0.5, 0.05 and 0.1 ug 





BSA solution, respectively; 12: 1 pL 重组 蛋白 AcNPCI 1 uL recombinant protein AcNPCI. 


2.4 ”中华 蜜蜂 抗 AcNPCI 多 克隆 抗体 
有 AcNPCI 作为 抗原 制备 鼠 多 





克隆 抗体 ,将 多 克隆 抗体 与 上 述 纯 化 .透析 后 的 重组 
蛋白 AcNPC1 进行 蛋白 免疫 印迹 分 析 (4: A) ,在 分 
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图 4 Western blot 检测 抗 血清 对 重组 蛋白 AcNPCI (A) 和 中 华 蜜蜂 总 蛋白 (B) 的 特异 性 








Fig. 4 Specificity identification of the antiserum against the recombinant protein AcNPC1 (A) 


and the total protein of Apis cerana cerana (B) by Western blotting 
M: 和 蛋白质 分 子 量 标准 Protein molecular weight marker; 1 — 2; Anti-AcNPCI 抗体 与 重组 蛋白 AcNPC1 进行 免疫 印迹 Immunoblotting of anti- 
AcNPCI antibody against the recombinant protein AcNPC1; 3: 阴性 血清 与 中 华 蜜 蜂 总 蛋白 进行 免疫 印迹 Immunoblotting of the negative serum 
against the total protein of A. c. cerana; 4, 5; Anti-AcNPCI 抗体 与 中 华 蜜蜂 总 蛋白 进行 免疫 印迹 Immunoblotting of anti-AcNPCI. antibody against 





the total protein of A. c. cerana. 


子 量 为 36 kD 左右 处 有 一 条 明显 的 杂交 信和 号 条 带 ， 
表明 抗体 AcNPC1 是 特异 性 与 重组 蛋白 AcNPC1 反 
应 。 进 一 步 免 疫 印 迹 分 析 AcNPCI 在 中 华 蜜蜂 中 的 
表达 情况 ,结果 表明 (4: B), AeNPCI 抗体 可 以 从 中 
华 蜜蜂 总 蛋白 中 杂交 到 两 条 带 ,分 别 约 70 和 30 
kD, 推 测 可 能 原因 是 膜 蛋 白 的 提取 比较 困难 ， 
AcNPCI 在 提取 过 程 中 发 生 了 部 分 降解 。 
2.5 siRNA 对 中 华 蜜蜂 AcNPC1 表达 水 平 的 影响 

RT-qPCR 数据 分 析 表 明 ,与 对 照相 比 ( 正 常 幼 
H), 给 正常 中 华 密 蜂 幼 虫 分 别 添 食 4cNPC1 的 
siRNAL, siRNA2 和 siRNA3 后 ,siRNAL 片段 最 先 开 
始 表现 出 干涉 效果 ,在 添 食 12 h 后 AeNPCI 基因 表 
达 下 调 了 66. 19% (P «0.05) ,siRNA1 siRNA2 和 
siRNA3 干扰 24 h 时 均 使 AcNPCI 基因 表达 显著 下 
调 (P < 0. 01) ,分 别 下 调 了 73. 2096 , 72. 8196 和 
54.78% ;在 添 食 48 h 后 siRNAL 仍 具 有 干涉 效果 
(P «0.05) , AeNPCI 基因 表达 下 调 了 57.76% (图 
5), 5 CSBV 添 毒 幼 虫 相 比 ,感染 CSBV 的 幼虫 在 
添 食 siRNAL 片段 12 h 后 AcNPCI 基因 表达 开始 出 
现下 调 (P <0.05), 下 调 了 48. 07% ,24 h 后 
AcNPCI 基因 表达 下 调 了 43. 9096 (P «0.05) ; 添 食 
siRNA2 和 siRNA3 48 h 后 , 感染 CSBV 的 幼虫 
AcNPCI 基因 表达 出 现 显 著 性 下 调 ( 已 <0.01 ) ,分 别 
下 调 了 59.8596 和 57.67% (图 5) ,说 明 siRNA1, 
siRNA2 和 siRNA3 3 个 干涉 片段 均 对 CSBV 添 毒 幼 
虫 中 的 AcNPC1 具有 干扰 作用 ,其 中 siRNA3 效果 最 
为 明显 。 图 6 显示 ,使 用 siRNA1 干扰 AcNPCI 后 

































































降低 并 逐渐 下 降 , 到 72 h 时 ,CSBV VPI 基因 的 表达 
水 平 下 调 了 67.65% (P «0.01) ,而 此 时 该 实验 组 中 
AcNPCI 的 表达 并 未 被 iRNA1 显著 下 调 ( 图 5), 暗 
示 CSBV 病毒 含量 的 变化 与 AcNPC1 的 表达 并 不 直 
接 相 关 。 








3 讨论 


NPCI 蛋白 是 胞 内 运输 胆固醇 的 重要 受 体 和 蛋 
白 ,是 维持 人 体 健康 的 重要 因子 ,其 突变 将 会 使 细胞 
中 胆固醇 和 蒜 糖 脂 等 脂 类 沉积 在 晚期 胞 内 体 、 深 酶 
体 ,从 而 引发 疾病 。 多 种 研究 表明 NPC 和 蛋白 也 参 
与 7 多 种 取 膜 病毒 侵 染 宿主 细胞 过 程 ,说 明 NPCI 
蛋白 不 仅 维持 细胞 正常 生理 活动 所 必需 的 ,也 是 及 
其 重要 的 病毒 侵 染 因子 即 协助 夺 膜 病毒 进入 细胞 。 
中 蜂 洁 状 幼虫 病 病 毒 (CSBV ) 是 严重 威胁 中 华 蜜蜂 
的 健康 病原 之 一 ,CSBV 属于 无 省 膜 的 RNA 病毒 ， 
目前 对 无 嘲 膜 的 RNA 病毒 的 人 侵 机 制 已 有 大 量 研 
5t ,但 受 体 介 导 病毒 人 侵 的 机 制 尚 不 清楚 ,而 CSBV 
作为 无 吉 膜 病毒 的 代表 无 疑 是 最 好 的 研究 材料 之 
一 ,因此 本 研究 对 中 华 蜜蜂 AcNPCI 在 CSBV 侵 染 
蜜蜂 是 否 相 关 进 行 初步 探索 。 

通过 对 中 华 蜜蜂 NPCI 序列 信息 的 深入 分 析 ， 
为 了 研究 NPCI 是 否 与 CSBV 存在 互 作 , 我 们 选取 
NPC1 蛋白 与 埃 博 拉 病毒 结合 的 区 域 为 靶 标 ,构建 
原核 表达 载体 ,进行 IPTG 诱导 表达 ,得 到 了 蛋白 分 
子 量 为 36 kD 重组 蛋白 ,并 以 其 为 抗原 进行 动物 免 






























































12 h ,与 未 干扰 组 相 比 ,CSBV VP1 基因 表达 量 明显 


JE ,获得 相应 的 抗 血清 ,将 收集 得 到 的 血清 与 重组 蛋 
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图 5 siRNA xIrp fe SEE TEE RARA CSBV 幼虫 中 AeNPCI 表达 的 影响 
Fig. 5 Effect of siRNA on the expression of AcNPC1 in normal larvae and CSBV-infected larvae of Apis cerana cerana 
Xf AcNPCI 的 siRNA 位 点 进行 预测 ,设计 3 个 干涉 片段 (siRNA1，siRNA2 和 siRNA3) , Three interference fragments ( siRNAI, siRNA2 and 
siRNA3) were designed based on the siRNA analysis of ACNPCI. 采用 i 检验 进行 差异 显著 性 检验 。Significance of difference was detected by t-test. 














* P«0.05; * P«0.0I. 图 6 [i] The same for Fig. 6. 
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图 6 siRNA 干扰 AcNPC1 对 感染 CSBV 的 
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P4 SEMEL rp. CSBV VP1 基因 表达 水 平 的 影响 











Fig. 6 Effect of AcNPC1 siRNA on the relative expression level of VP1 gene of CSBV in CSBV-infected larvae of Apis cerana cerana 


白 进行 免疫 印迹 分 析 杂 交 到 一 条 特异 的 分子量 大 
小 约 为 36 kD 的 蛋白 质 条 带 。 而 与 中 华 蜜蜂 总 蛋白 
的 免疫 印迹 分 析 发 现 , NPC1 抗体 能 杂交 到 两 条 带 ， 
有 可 能 是 在 提取 膜 蛋 白 过 程 中 该 蛋白 发 生 了 部 分 
降解 。 

本 研究 利用 RT-qPCR 从 mRNA 水 平 检测 了 
AcNPCI 基因 在 正常 中 华 蜜蜂 幼虫 和 感染 CSBV 中 
华 蜜蜂 幼虫 中 的 表达 水 平 ,结果 显示 正常 幼虫 中 
AcNPCI 基因 表达 量 呈 先 下 调 后 上 调 趋势 (图 5)。 









































为 了 进一步 确定 AcNPCI 是 否 参 与 了 CSBV 感染 宿 
主 的 过 程 ,我 们 通过 体外 饲 喂 siRNA 下 调 AcNPCI 
基因 表达 后 ,检测 CSBV 病毒 在 蜜蜂 幼虫 中 的 增殖 
情况 。RT-qPCR 数据 表明 ,正常 幼虫 中 AcNPC1 的 
3 个 干涉 片段 均 对 AcNPC1 基因 有 下 调 作 用 。 
siRNAI 的 干涉 效果 最 好 , 仅 在 干涉 12 h 后 使 
AcNPCI 基因 表达 下 调 了 66. 19% , 而 在 感染 CSBV 
的 幼虫 中 ,3 个 干涉 片段 的 干涉 效果 不 及 在 正常 幼 
虫 中 的 干涉 效果 (图 5)。 越 来 越 多 的 研究 数据 表 






























































11 ji 刘 永 梅 等 : 中 华 


ER 





蜂 NPCI 蛋白 AcNPCI 的 原核 表达 





、 多 克隆 抗体 制备 及 功能 鉴定 1323 

















明 ,病毒 可 通过 编码 RNA 或 蛋白 质 抑 制剂 来 干扰 
RNAi。 例 如 HIV-1 的 Tat 蛋白 通过 阻止 Dicer 将 前 
体 dsRNA 加 工 成 siRNA 而 消除 细胞 的 RNAi 防御 
功能 (Bennasser et al., 2005) , 埃 博 拉 病 毒 的 VP35 
也 被 证 实 具 有 与 HIV 的 Tat 类 似 抑 制 RNAi 的 作用 
( Haasnoot et al., 2007) , CSBV 病毒 为 正义 单 链 
RNA 病毒 ,因此 ,我们 推测 CSBV 对 宿主 蜜蜂 幼虫 
可 能 具有 抗 RNAi 的 作用 ,从 而 导致 感染 CSBYV 的 幼 
EP RNAi 效果 不 理想 。 在 RNAi 干扰 实验 中 ,值得 
注意 的 是 , CSBV 病毒 的 VPL 基因 显著 下 调 时 
AcNPCI 并 没有 被 显著 沉默 (图 5, 6) ,可 能 是 因为 
NPCI 下 调 后 并 不 直接 影响 CSBV 的 感染 而 是 影响 
了 宿主 的 其 他 代谢 活动 进而 影响 了 CSBV 病毒 的 增 
殖 。 此 外 ,图 5 显示 CSBV 病毒 感染 72 h 时 
AcNPCI 基因 才 出 现 显著 上 调 , 也 进一步 表明 
AcNPCI 基因 可 能 不 是 CSBV 入 侵 直 接 相 关 的 关键 
基因 。 

综 上 ,本 研究 首次 对 中 华 蜜蜂 AcNPC1 进行 了 
原核 表达 ,获得 了 高 纯度 的 重组 蛋白 ,制备 了 特异 性 
强 的 鼠 多 抗 , 为 后 期 AcNPC1 和 蛋白 的 精细 定位 况 定 
基础 。 同 时 ,本 研究 利用 合成 的 siRNA 对 中 华 蜜蜂 
幼虫 中 AcNPC1 的 表达 进行 干扰 ,使 AcNPCI 基因 
下 调 了 50% 以 上 ,表明 在 蜜蜂 中 通过 饲 喂 的 方式 进 
fT RNAi 是 可 行 的 。 此 外 ,AcNPC1 与 CSBV 病毒 感 
染 之 间 的 相互 关系 有 待 进一步 分 析 验 证 。 
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